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哺乳 动物 N- 糖 基 化 途径 中 关键 酶 唾液 酸 合 酶 和 
CMP- 唾 液 酸 合成 酶 基因 在 转基因 家 等 中 的 表达 
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摘要 : 对 昆虫 的 N- 糖 基 化 途径 进行 修饰 改变 是 扩展 昆虫 蛋 日 表达 系统 应 用 范围 的 重要 途径 。 本 研究 利用 基于 piggyBac 
转 座 子 的 家 看 Bombyx mori 转基因 技术 表达 昆虫 所 缺乏 的 哺乳 类 糖 基 化 途径 中 的 关键 基因 , 构建 了 可 以 同时 表达 小 鼠 
Mus musculus 唾液 酸 合 酶 和 小 鼠 CMP- 唾 液 酸 合成 酶 两 个 基因 的 piggyBac 表达 载体 , 选用 家 看 肌 动 蛋白 A3 启动 子 控制 
基因 的 表达 , 并 导入 3 x P3 启动 子 控制 下 的 增强 绿色 史 光 和 蛋白 EGFP 作为 分 子 标记 。 在 得 到 的 G1 代 转 基因 家 和 蛋 中 对 
转 入 的 基因 进行 了 分 子 水 平 的 鉴定 和 分 析 , 为 在 家 看 这 种 模式 昆虫 中 模拟 哺乳 类 糖 基 化 途径 左 定 了 基础 。 
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Germline transformation of Bombyx mori to express mammalian NN- 


glycosylation enzymes sialic acid synthase and CMP-sialic acid synthetase 
WANG Tai-Chu , LI Rui-Xue , GUO Qiu-Hong … ，TAN An-Jiang’”’”* (1. The Sericultural Research 
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Abstract: The N-glycosylation pathway in insects differs from the mammalian pathway, which limits insect- 
based expression system to produce mammalian glycoproteins with biomedical value. This study aims to 
produce transgenic Bombyx mori capable of processing glycoproteins as mammalian glycosylation pathways. 
Two key genes im mammalian N-glycosylation pathway, i. e., mammalian sialic acid synthase and CMP- 
sialic acid synthetase genes, which were driven by B. mori actin3 promoter, were transformed into B. mort 
by piggyBac transgenic system. Enhanced green fluorescent protein (EGFP) which was driven by 3 x P3 
promoter was also introduced as a molecular selection marker. The expression of transformed genes was 
analyzed in Cl transgenic silkworms. The current study provides a solid evidence of simulating mammalian 
glycosylation pathways in the model insect B. mori. 
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糖 和 蛋白 是 指 糖 类 分 子 与 重 昌 质 分 子 以 共 价 结合 ”用 , 比如 细胞 犁 附 、 分 子 运 输 和 清除 、 受 体 激活 、 
形式 形成 的 恒 昌 质 , 而 糖 基 化 作用 是 最 和 常见 的 和 蛋 日 言 号 转 导 以 及 内 耕作 用 等 。 重 日 质 糖 基 化 产生 多 种 
质 翻 译 后 的 修饰 , 使 得 蛋 白 质 分 子 的 性 质 和 功能 更 ” 聚 糖 类 型 ， 其 中 以 N- 聚 糖 ( N-glycan)、0- 聚 糖 ( 0- 
为 丰富 和 多 样 。 糖 基 化 反应 是 在 一 系列 糖 基 转移 酶 glycan ) 常见 并 且 人 研究 较 多 (Udenfriend and 
催化 下 进行 的 , 产生 不 同 的 聚 糖 (glycan ) 。 哺 乳 动 Kodukula，1995 ;Hounsell et al.，1996 ) 。N- 聚 糖 是 
物 的 聚 糖 在 很 多 关键 的 生物 学 过 程 中 起 到 重要 作 与 肽 链 中 N-X-SAT( 其 中 X 为 除 膊 妥 酸 外 的 任何 一 
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个 须 基 酸 残 基 ) 顺 序 中 天 门 冬 酰胺 (CN) 残 基 栈 胺 损 
相连 的 糖 链 , 均 具 有 共同 的 五 糖 核 心 ,， 有 高 甘露 
糖 、 复 杂 型 条 合 型 3 种 类 型 。 而 0- 聚 糖 是 指 通 过 
N- 乙 酰 半 乳糖 胺 (GalNAc ) 与 肽 链 的 SAT 残 基 相 连 
接 的 聚 糖 ，0- 聚 糖 也 可 延伸 为 多 种 不 同 核心 结构 的 
类 型 。 本 文 只 涉及 N- 糖 基 化 的 相关 内 容 , 其 他 类 型 
的 糖 基 化 途径 将 不 作 表述 。N- 糖 基 化 途径 在 许多 
生物 学 过 程 中 都 具有 重要 作用 ， 如 和 蛋 日 质 的 折 著 、 
稳定 性 以 及 和 蛋白 质 在 细胞 内 和 细胞 间 的 定位 等 
( Varki, 1993,; Fiedler and Simons, 1996 ) 。 

人 类 基因 组 中 编码 的 蛋白 质 有 一 半 以 上 都 存在 
糖 基 化 修饰 , 许多 在 生物 医学 上 具有 重要 价值 的 重 
昌 质 ， 如 抗体 、 细 胞 因子 、 凝 血 因 子 等 都 属于 糖 蛋 
白 (Apweiler et al., 1999 ) 。 目 前 这 些 糖 和 蛋 昌 的 大 量 
制备 基本 上 来 源 于 重组 蛋白 的 表达 体系 。 然 而 由 于 
低 等 真 核 生 物 糖 基 化 途径 较为 简单 ,， 低 等 真 核 生物 
表达 体系 所 表达 的 哺乳 类 糖 蛋 日 很 多 都 没有 正确 的 
活性 。 因 此 , 哺乳 类 重组 糖 企 日 的 表达 系统 需要 更 
高 等 的 真 核 生物 表达 系统 。 目 前 , 仓鼠 卵巢 细胞 系 
表达 系统 是 应 用 最 为 广泛 的 重组 糖 和 蛋白 生产 体系 。 
但 是 即使 这 种 表达 系统 具有 内 源 性 的 高 等 真 核 生物 
糖 基 化 途径 , 也 无 法 保证 表达 的 外 源 糖 蛋白 具有 完 
全 正确 的 糖 基 化 途径 (Lee ei al.，1989 ) , 而 表达 量 
过 低 、 成 本 高 唱和 潜在 的 生物 危险 性 都 是 吸 待 解决 
的 问题 。 除 了 以 上 提 到 哺乳 类 细胞 系 之 外 , 转基因 
动物 、 转 基因 植物 、 昆 虫 病毒 以 及 酵母 表达 系统 都 
被 应 用 于 哺乳 类 重组 糖 蛋 日 的 生产 (Edmunds ei al.， 
1998; Betenbaugh et al., 2004; Gerngross, 2004 ) 。 
虽然 这 些 表 达 系 统 都 具有 各 自 的 优点 , 但 大 多 数 表 
达 系 统 还 是 不 能 表达 有 正确 多 聚 糖 的 重组 人 类 糖 重 
白 , 远 远 不 能 满足 日 益 增 长 的 生物 医学 需求 。 
此 , 开发 新 的 能 够 表达 具有 正确 糖 基 化 途径 的 哺乳 
类 重组 糖 蛋 白 表 达 体 系 具有 非常 重要 的 现实 意义 。 

一 直 以 来 , 家 人 蛋 Bombyx mor 是 作为 生物 反应 
天 的 理想 材料 , 特别 是 家 和 蛋 的 丝 腺 具有 在 相对 短 时 
间 内 大 量 合 成 并 分 泌 重 日 的 能 力 , 是 生物 科学 家 梦 
后 以 求 的 “昆虫 工厂 ”。 而 通过 杆 状 病毒 感染 家 看 
幼虫 也 已 经 成 为 大 量 表达 外 源 重 日 的 重要 途径 之 一 
(Kost et al., 2005 ) 。 基 于 昆虫 杆 状 病毒 的 表达 体系 
虽然 在 所 表达 生日 的 翻译 后 修饰 方面 具有 一 定 的 优 
点 , 但 是 昆虫 本 身 的 糖 基 化 途径 和 更 高 等 的 真 核 生 
物 还 是 有 很 大 的 差别 。 近 年 来 , 随 着 家 看 转基因 技 
术 的 不 断 成 熟 , 利用 转基因 家 看 不 仅 在 基因 功能 分 
析 方 面 取 得 了 一 定 成 果 (Tan et al., 2005; Sakudoh 


et al., 2007 ; Ito et al., 2008 ) , 在 表达 外 源 和 蛋白 方面 
也 有 一 系列 成 功 的 报道 并 逐渐 开始 走 同 实 用 化 途径 
( Tomita et al., 2003; Adachi et al., 2006; Ogawa et 
al., 2007) 。 然 而 , 利用 转基因 家 和 看 系统 表达 哺乳 
类 糖 和 蛋白 同样 面临 着 其 本 吴 的 昆虫 N- 糖 基 化 途径 
不 能 正确 修饰 哺乳 类 糖 重 日 的 问题 ， 目 前 还 没有 利 
用 转基因 家 和 蛋 体 系 表 达 哺 乳 类 糖 重 昌 的 报 才 。 因 此 
对 家 竺 本 身 的 昆虫 N- 糖 基 化 途径 进行 改造 是 利用 
其 表达 具有 正确 活性 的 哺乳 类 糖 重 日 的 关键 。 本 实 
验 的 最 终 目 的 是 使 通过 转基因 手段 在 家 看 中 导入 一 
系列 哺乳 类 N- 糖 基 化 途径 所 必需 的 基因 , 从 而 使 转 
基因 家 春 个 体 具 有 哺乳 类 动物 的 N- 糖 基 化 途径 ,以 
表达 具有 正确 N- 糖 基 化 途径 的 哺乳 类 糖 重 日 。 

昆虫 与 哺乳 动物 的 N- 糖 基 化 途径 有 较 大 差别 ， 
其 中 一 个 重要 的 部 分 是 昆虫 体内 的 粮 和 蛋白 缺乏 末端 
唾液 酸 残 基 , 而 唾液 酸 对 哺乳 类 糖 重 日 发 挥 正确 的 
功能 是 至 关 重 要 的 。 因 此 在 转基因 家 看 体 内 表达 哺 
乳 类 的 唾液 酸 合 酶 (SAS) 和 CMP 唾液 酸 合成 酶 
(CMP-SAS) 是 不 可 或 缺 的 步 又 。 本 实验 利用 
piggyBac 转 座 子 ,成 功 构建 了 同时 表达 小 鼠 Mus 
musculus 唾液 酸 合 酶 (Nakata ef al.，2000) 和 小 鼠 
CMP 唾液 酸 合 成 酶 (Miinste et al.，1998 ) 的 转基因 
家 看 品系 ,并 在 分 子 水 平 上 对 转 入 基因 的 表达 模式 
进行 了 分 析 , 从 而 为 进一步 在 转基因 家 在 中 模拟 哺 
乳 类 N- 糖 基 化 途径 提供 了 理论 和 实际 基础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 实验 材料 

1.1.1 试 虫 : 家 大 多 化 性 品种 wl-pnd 为 日 本 农业 
生物 资源 研究 所 提供 。 幼 虫 全 龄 用 人 工 饲料 或 桑 叶 
人 饲育。 饲养 温度 为 25C ,相对 湿度 为 50%~70% 。 
1.1.2 主要 试剂 : T4 连接 酶 、 各 类 限制 性 内 切 酶 、 
PCR 相关 试剂 及 反 转 录 试 剂 盒 Protoscript M-MuLV 
First Strand cDNA Synthesis Kit 均 购 和 目 NEB 公司 ; 
Trizol Reagent 购 目 Invitrogen 公司 ; ECL 核酸 标记 
及 检测 试剂 盒 购 目 GE Healthcare 公司 。 

1.1.3 载体 质粒 : 含有 3 x 了 3 启动 子 控制 下 表达 
增强 绿色 灾 光 和 蛋白 EGFP 的 质粒 pBac | 3 x P3/ 
EGFP]， 中间 质 粒 pBacBlank, 小 鼠 唾 液 酸 合 酶 
(SAS) 及 小 鼠 CMP- 唾 液 酸 合成 酶 (CMP-SAS) cDNA 
材料 序列 均 由 美国 圣母 大 学 生物 科学 系 分 子 生物 学 
研究 室 提 供 。 表 达 pigeyBac 转 座 酶 的 质粒 
pA3Helper 由 日 本 农业 生物 资源 研究 所 提供 。 
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1.1.4 


引物 : 本 研究 所 用 引物 及 其 用 途 详 见 表 1。 
表 1 本 研究 中 所 用 引物 





Table 1 Primers used in the study 
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引物 名 称 引物 序列 (5 -3") 用 途 
Primer name Primer sequence Use 
A3-FWDI1 GGTACCGCGCGTTACCATATATGGTG 构建 转基因 质粒 
A3-REV1 GGATCCCTTGAATTAGTCTGCAAGAA Construction of transgenic vector 
SV40-FWD GAGCTCAGCGGCCGCGACTCTAGATC 
SV40-REV AAGCTTATACATTGATGAGTTTGGAC 
SAS-FWD GGATCCATGCCGCTGGAACTGGAGCT 
SAS-REV GAGCTCTTAAGCCTTGATTTTCTTGC 
CMP-SAS-FWD GGATCCATGGACGCGCTGGAGAAGGG 
CMP-SAS-REV GAGCTCTTAACTTTTTCTATCAGTAG 
A3-FWD2 AGATCTGCGCGTTACCATATATGGTG 
A3-REV2 AGATCTATACATTGATGAGTTTGGAC 
A3-FWD3 CTCGAGGCGCGTTACCATATATGGTG 
A3-REV3 CTCGAGATACATTGATGAGTTTGGAC 
South-FWD CTAGAAAGATAATCATATTG 制作 Southerm 核酸 杂交 探 针 
South-REV CGATTGTTTAGCTTGTTCAG Preparation of Southern DNA hybridization probe 
iPCR-FWD!1 CTAATAATAAATTCAACAAAC 反问 PCR Inverse PCR 
iPCR-REV1 ACCTCGATATACAGACCGAT 
iPCR-FWD2 AACTTTTATCGAATTCCTGC 
iPCR-REV2 TACGCATGATTATCTTTAAC 
SAS-RT-FWD ATTCATGGGGGAAGACGTAT RT-PCR 
SAS-RT-REV AATACCCGATGGGAATGTCG 
CMP-SAS-RT-FWD AATGTGGCCAAACAGTTTGG 
CMP-SAS-RT-REV GCTTCTCTTTTCCAAAATAG 


1.2 质粒 的 构建 

首先 , 分 别 以 pBacA3Helper 和 pBac | 3 x P3/ 
EGFP|] 质 粒 为 模板 , 通过 PCR 扩 增 得 到 家 笃 肌 动 
重 日 局 动 子 A3 片段 。A3 片段 利用 4cc65 工 和 
BamH | 双 酶 切 ，SV40 利用 Sac 工 和 殉 pzd 焉 双 酶 
切 , 依次 通过 亚 殉 隆 导 入 中 间 质 粒 pBacBlank 后 构 
建 了 pBacl 43/SV40 |] 质粒。 随后 , 利用 BomH I 和 
Suc [ 双 酶 切 位 点 将 PCR 扩 增 得 到 的 SAS 和 CMP- 
SAS 基因 的 完整 ORF 导入 pBac| 43/SV40 | 质粒 后 
分 别 得 到 pBac | 43/SAS/SV40 | 和 pBac | 4A3/CMP- 
SAS/SV40 | 两 个 质粒 。 最 后 ,以 上 述 两 个 质粒 为 模 
板 , PCR 扩 增 A3/SAS/SV40 和 A3/CMP-SAS/SV40 
请 段 。 利 用 Xhol 和 BglI 酶 切 分 别 导 入 pBacl3 x 了 P3/ 
EGFP/SV40 | 相应 的 Xhol 和 素 亚 酶 切 位 点 , 构成 目的 
质粒 pBac | A3/CMPSAS/SV40-A3/SAS/SV40-3 x P3/ 
EGFP/SV40] 。 最 终 完成 的 质粒 见 图 1。 
1.3 显 微 注射 及 筛选 转基因 家 等 

在 看 卵 产 下 8h 以 内 利用 显 微 注射 仪 


(Eppendorf) 进行 显 微 注 射 。 注 射 质粒 为 目的 质粒 
与 表达 转 座 子 酶 的 辅助 质粒 43Helper 的 等 量 混 合 
物 , 总 浓度 为 400 ng/pnL。 注 射 后 的 看 卵 在 25C 下 
众 青 保护 11 d 左右 至 孵化 。 孵 化 后 的 G0 代 幼 虫 正 
党 饲育 至 成 虫 期 , 同 批 次 内 交配 产 卵 后 在 G1 代 的 胚 
胎 期 6 ~8 d 利用 眼 部 特异 表达 的 奕 光 和 蛋白 标记 在 灭 
光 体 式 显微镜 (Olympus) 下 初步 般 选 出 转基因 家 在 。 
1.4 核酸 杂交 检测 

从 G1 代 蛾 中 用 酚 毛 仿 法 提取 基因 组 DNA。 取 
20 ug DNA 用 限制 性 内 切 酶 Kpn 工 过 夜 消 化 后 ， 
0.8% 琼脂 糖 电泳 后 转移 到 尼龙 膜 hybondN + 上 后 
80% 2 h 烘 干 固定 ，PCR 探 针 的 标记 以 及 杂交 和 信 
号 的 检测 均 按照 ECL 核酸 标记 及 检测 试剂 盒 (CE 
Healthcare) 的 操作 说 明 进 行 。 用 于 制备 探 针 的 PCR 
片段 为 piggyBac 质粒 3 末端 的 400 bp 片段 ,用 于 
扩 增 PCR 片段 的 引物 参见 表 1。 
1.5 反 向 PCR 检测 

Gl 代 GFP 阳 性 蛾 的 5 pg 基因 组 DNA 用 
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Amp 3' Terminal 









Southern probe 
Kpnl (1265) 


3XP3EGEP 


Kpn1 (2399) 
$' Terminal Xho 1 (2410) 
Bgl11 (6634) Actin3 
SV40 
Kpn1 (6383) i 


图 1 表达 小 鼠 唾 液 酸 合 酶 及 小 鼠 CMP 唾液 酸 合成 酶 
的 piggyBac 转基因 载体 
Fig. 1 Structure of piggyBac vector expressing SAS and 
CMP-SAS under the control of Bombyx mori actin3 promoter 


Actin3 : 家 看 细胞 质 肌 动 和 蛋白 启动 子 B. mori cytoplasmic actin 
promoter; SV40: 多 聚 腺 苷 酸 片 段 Simian virus 40 polyadenylation 
signal; CMP-SAS: 小 鼠 CMP 唾液 酸 合成 酶 Mouse CMP-sialic acid 
synthetase; SAS: 小 鼠 唾 液 酸 合 酶 Mouse sialic acid synthase; 3 x 
P3EGFP: 3 xP3 启动 子 和 增强 型 绿色 荧光 蛋白 3 x P3 promoter and 
enhanced green fluorescence protein ; Southern probe: 用 于 核酸 杂交 的 
片段 Probe sequence for Southern blot hybridization; Amp : Amp 抗 性 基 
因 Ampicillin resistance gene; 3' terminal, 5' terminal: 3 ' 或 9 末端 反 
向 序列 3' or $' end inverted terminal repeats. 


Sau3AI 消化 后 自 连接 。 自 连接 环 状 化 后 的 DNA 用 
乙醇 沉淀 后 溶 于 50 pL 灭 菌 水 。 取 5 pL 连接 产物 
作为 第 一 次 PCR 反应 的 模板 ,而 第 一 次 PCR 反应 
的 产物 则 作为 第 二 次 PCR 反应 的 模板 。PCR 反应 
条 件 如 下 : 94% 预 变性 2 min; 94% 变性 30 s, S5$% 
退火 30 s, 72% 延伸 2 min, 35 个 循环 , 72% 延伸 
10 min。 最 终 PCR 产物 直接 测序 , 测序 结果 与 家 看 
基因 组 序列 作 比 对 ,以 确认 插入 位 点 的 位 置 。 用 于 
第 一 次 和 第 二 次 PCR 的 引物 参见 表 1。 


A 


1.6 ”RT-PCR 检测 

G1 代 EGFP 阳性 转基因 3 龄 幼虫 整体 磨 雁 后 ， 
用 Trizol 试剂 提取 总 RNA。 总 RNA 用 DNase I 处 
理 以 消除 基因 组 DNA 的 干扰 。 取 1 pg 总 RNA 利 
用 Protoscript M-Mulv First Strand cDNA Synthesis 试 
剂 盒 (NEB ) 合 成 单 链 cDNA 作为 RT-PCR 反应 的 模 
板 。PCR 反应 条 件 同 上 ,PCR 产物 片段 大 小 SAS 基 
因为 500 bp, CMP-SAS 基因 为 400 bp。 用 于 基因 特 
异 片 段 扩 增 的 特异 引物 参见 表 1。 


2 结果 与 分 析 


2.1 转基因 家 看 品系 的 建立 

以 转基因 为 目的 的 看 卵 注射 的 最 适时 期 是 胚 
子 发 育 的 原核 期 ， 即 看 卵 产 下 后 8 h 以 内 。 本 实验 
中 采用 目的 质粒 和 辅助 质粒 的 混合 物 共 注射 了 712 
粒 卵 ， 孵 化 幼虫 382 头 , 蝴 化 率 为 53.6% 。 孵 化 幼 
虫 全 龄 人 工 饲料 饲养 至 成 虫 , 最 终 在 69 对 同 批 次 
内 自 交 蛾 区 中 鉴定 出 有 5 个 卵 圈 存在 复眼 部 位 表 
达 绿 色 兢 光 和 蛋 日 的 看 卵 (图 2)，, 转化 率 约 为 7.3%。 
在 每 一 卵 圈 约 200 ~ 300 粒 卵 中 , 痰 光 看 卵 数 从 数 
头 至 数 十 头 不 等 (结果 未 显示 ) 。 在 随后 的 饲育 过 
程 中 , 最 终 保留 了 两 个 独立 的 转基因 家 看 品系 。 这 
些 转基因 家 和 在 无论 是 卵 期 还 是 在 成 虫 期 均 在 眼 部 
表达 绿色 殉 光 蛋白 ECFP , 证 实 3 xP3 启动 子 在 家 
看 里 对 基因 的 调控 非常 稳定 。 
2.2 DNA 核酸 杂交 检测 插入 位 皇 

DNA 核酸 杂交 实验 是 验证 是 否 成 功 得 到 转 基 
因 动 物 的 重要 手段 。 男 一 方面 ,因为 piggyBac 转 座 
子 往往 会 在 基因 组 上 产生 一 个 至 数 个 插入 位 点 ， 
DNA 核酸 杂交 实验 也 是 确认 piggyBac 插入 位 点 数 
目的 重要 手段 ,绿色 严 光 和 蛋白 阳性 的 G1 代 峨 个 体 





图 2 3 xP3 局 动 子 控制 下 绿色 痰 光 和 蛋白 EGFP 在 G1 代 转 基因 家 和 蛋 的 卵 期 和 成 虫 期 眼 部 的 表达 


Fig. 2 Expression of EGFP in the compound eyes of Cl transgenic silkworm ( Bombyx mori) 


under the control of 3 x P3 promoter 
A: EGFP 阳性 的 G1 代 看 卵 EGFP positive embryo; B: EGFP 阳性 的 G1 代 蛾 EGFP positive moth; C: 对 照 蛾 Control moth. 
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中 提取 的 基因 组 DNA 用 Kpn I 消化 后 与 基于 
piggyBac 的 3“ 末端 序列 的 探 针 杂交 后 结果 显示 , 在 
G1 代 家 看 进行 检测 的 两 个 独立 品系 中 ,， 有 一 个 品 
系 只 有 一 个 插入 位 点 , 而 另外 一 个 品系 有 两 个 插入 
位 点 (图 3)。 





图 3 转基因 家 看 内 的 Southern DNA 核酸 杂交 检测 
Fig. 3 Southern DNA hybridization analysis of 
Cl transgenic silkworm (Bombyx mori) 


1: 转基因 品系 1 Transgenic line 1; 2: 转基因 品系 2 Transgenic line 2. 


2.3 反 向 PCR 确定 插入 序列 

为 了 分 析 转 入 的 外 源 基 因 在 家 看 基因 组 上 的 
具体 位 置 , 我 们 利用 反 向 PCR 对 只 有 一 个 插入 位 
点 的 品系 进行 了 分 析 。 得 到 的 PCR 产物 约 为 310 
bp, 测序 结果 表明 其 中 250 bp 为 piggyBac 质粒 3 
末端 片段 ， 而 其 中 一 段 63 bp 的 片段 序列 为 
$'-GATCTTCATCAGAATTATACTAATGTAAGCAAAA 
GGTAACTATGAACGTATATGCCTATATTTAA-3'。 这 段 
序列 与 家 看 基因 组 第 5 号 染色 体 上 的 chr5 : 
12 290 155 ~ 12 290 093 序列 完全 吻合 , 证明 
piggyBac 已 经 携带 外 源 基因 整合 到 基因 组 上 上 。 
2.4 ”RT-PCR 确认 基因 的 表达 

能 够 正确 表达 外 源 基 因 是 转基因 工作 的 最 终 
目的 , 而 在 转录 水 平 上 检测 外 源 基因 的 表达 是 必 不 
可 少 的 步 又 。 本 实验 以 G1 代 转 基因 家 和 看 的 cDNA 
为 模板 , 分 别 用 SAS 和 CMP-SAS 基因 的 特异 引物 
进行 了 PCR 扩 增 。 预 期 SAS 和 CMP-SAS 基因 的 
PCR 产物 大 小 分 别 为 500 bp 和 400 bp。PCR 反应 
的 产物 大 小 和 预期 完全 吻合 (图 4) ,而 随后 的 测序 
结果 证 实 了 这 些 PCR 产物 都 是 正确 的 基因 片段 ， 
从 而 证 明 这 两 个 导入 的 外 源 基 因 都 能 在 转基因 家 
看 体内 得 到 正确 表达 。 


3 讨论 


与 哺乳 类 糖 重 日 的 N- 糖 基 化 途径 的 复杂 程度 





#1 #2 
CMP-SAS SAS 


CMP-SAS SAS 





图 4 ” RT-PCR 检测 唾液 酸 合 酶 和 CMP 唾液 酸 合成 酶 基因 
在 转基因 家 看 体内 的 表达 
Fig. 4 RT-PCR analysis of expression of CMP-SAS and SAS 


genes in transgenic silkworm (Bombyx mori) 


相 比 , 昆虫 的 N- 糖 基 化 途径 相对 简单 。 因 此 , 对 屁 
虫 的 N- 糖 基 化 途径 进行 修饰 是 利用 昆虫 表达 系统 
来 表达 哺乳 类 糖 重 白 的 关键 。N- 糖 基 化 途径 的 一 
个 重要 组 成 部 分 是 为 N- 糖 原 添 加 末端 残 基 。N- 糖 
原 的 末端 残 基 在 糖 蛋 白 功能 中 起 着 重要 作用 ， 如 细 
胞 间 相 互 作 用 、 免 疫 反 应 和 清除 循环 糖 蛋 日 等 
(Marchal et al., 2001 ) 。 唾 液 酸 残 基 通常 是 作为 哺 
乳 类 N- 糖 原 的 末端 残 基 ， 而 在 大 多 数 昆 虫 体内 的 
内 源 性 糖 蛋白 都 缺乏 唾液 酸 ， 如 昆虫 杆 状 病毒 表达 
体系 所 表达 的 糖 和 蛋 晶 就 缺乏 末端 唾液 酸 残 基 。 
此 在 昆虫 中 模拟 哺乳 类 糖 基 化 途径 所 需要 的 一 系 
列 辅助 酶 中 ,唾液 酸 合 酶 (SAS) 和 CMP 唾液 酸 合 
成 酶 (CMP-SAS) 是 不 可 缺少 的 。 在 果 蝇 里 , 只 在 胚 
子 发 育 14 ~ 18 h 左右 检测 出 唾液 酸 的 存在 , 表明 
唾液 酸 的 表达 模式 是 随 着 发 育 时 期 具有 特异 性 的 
( Roth et a/.，1992 ) 。 虽 然 在 家 看 中 唾液 酸 的 表达 
模式 尚 不 清楚 , 但 在 本 实验 中 , 我 们 通过 转基因 手 
段 使 小 鼠 唾 液 酸 合 酶 及 小 鼠 CMP 唾液 酸 合 成 酶 在 
家 看 体内 持续 表达 , 这 些 结果 为 今后 模拟 哺乳 类 糖 
蛋白 的 N- 糖 基 化 途径 提供 了 可 能 性 。 

自 Tamura 等 (2000 ) 首先 利用 piggyBac 转 座 子 
在 家 竺 中 成 功 开 展 了 转基因 工作 以 后 ， 基 于 
piggyBac 转 座 子 的 家 不 转基因 体系 已 经 广泛 应 用 于 
基因 的 功能 分 析 , 以 及 突变 体 的 拯救 恢复 和 外 源 蛋 
白 的 大 量 表达 等 各 个 方面 , 取得 了 一 系列 的 成 果 。 
可 以 预见 , 一 直 以 来 在 生物 反应 器 的 开发 方面 具有 
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类 糖 重 白 的 应 用 方面 发 挥 极 其 重要 的 作用 , 而 家 看 
转基因 研究 的 不 断 进步 则 会 大 大 加 快 应 用 的 步伐 。 
到 目前 为 止 , 还 没有 利用 多 细胞 生物 进行 糖 基 化 途 
径 修饰 的 报 痢 ， 同 样 也 没有 利用 转基因 昆虫 作为 生 
物 反 应 希 表 达 重 组 糖 重 日 的 报道 。 本 实验 利用 
piggyBac 转 座 子 成 功 建立 了 表达 小 鼠 唾液 酸 合 酶 及 
小 鼠 CMP 唾液 酸 合成 酶 两 个 哺乳 类 N- 糖 基 化 途径 
的 必须 基因 , 转基因 效率 为 7.3% , 与 在 其 他 昆 忠 
中 开展 的 转基因 工作 效率 类 似 , 基本 可 以 满足 将 来 
实用 化 的 需求 。 

本 实验 是 一 系列 工作 中 的 初步 尝试 , 采取 了 目 
前 在 转基因 家 和 在 中 应 用 最 为 广泛 和 表达 稳定 的 家 
看 肌 动 借 日 A3 局 动 子 来 调控 外 源 基因 的 表达 。 而 
充分 利用 家 看 丝 脲 大量 合成 分 泌 重 日 的 能 力 , 采用 
丝 腺 的 特异 启动 子 ( 丝 素 重 链 、 丝 素 轻 链 和 丝 腕 和 蛋 
日 等 ) 来 表达 外 源 重 日 是 势 在 必 行 的 工作 。 另 外 ， 
导 和 人 基因 的 活性 鉴定 , 标 训 粮 和 蛋白 的 时 入 和 活性 鉴 
定 也 都 是 不 可 或 缺 的 工作 。 这 些 研 究 内 容 都 将 在 
我 们 进一步 的 工作 中 逐步 展开 。 
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